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คลงัของแอนติบอดีชนิด scFV  ไดรั้บการสังเคราะห์เป็นผลส าเร็จ  คลงัชนิด Naïve น้ี
สังเคราะห์โดยอาศยัแหล่งพนัธุกรรมของแอนติบอดีของมนุษย ์จากผูบ้ริจาคซ่ึงไม่เคยไดรั้บการฉีด
กระตุน้ จ านวน 140 คน ซ่ึงนบัเป็นแ หล่งพนัธุกรรมของแอนติบอดีท่ีมากท่ีสุด  ช้ินส่วน scFv น้ี
สร้างมาจากส่วน variable ของ heavy chain และส่วน variable ของ light chain โดยสายเตม็ของ
ช้ินส่วน scFv นั้นอาศยัการผสมรวมและจบัคู่ของ heavy chain และ light chain โดยใหค้รอบคลุม
ทุกรูปแบบของแอนติบอดีท่ีสามารถเกิดข้ึนไดจ้ากทุก isotype ของ immunoglobulin วธีิท่ีใชใ้นการ
ทดลองไดแ้ก่ overlap extension PCR ร่วมกนักบัชุดของ primer ท่ีมีความซบัซอ้น วิ ธีการโคลนน่ิง
ช้ินส่วน scFv แอนติบอดีน้ีส่งผลใหไ้ดค้ลงัของแอนติบอดีท่ีมีขนาด 1.5x108 ซ่ึงจดัเป็นคลงัขนาด
กลาง คลงัของแอนติบอดีชนิด scFv น้ีถูกน ามาใชใ้นการทดลองเพื่อคดัเลือกหาแอนติบอดีท่ี
คุณสมบติัสามารถจบัจ าเพาะ โดยทดสอบกบัตวัอยา่งโปรตีนหลายชนิด ทั้ง attenuated ไวรัส เซรุ่ม
รวมสกดัจากงู โปรตีนบนผวิเซลล ์และสาร hapten จากนั้นแอนติบอดีซ่ึงจบัจ าเพาะท่ีคดัเลือกได ้ถูก
น ามาทดสอบหาความหลากหลายของรูปแบบของแอนติบอดี ดว้ยวธีิเปรียบเทียบล าดบัเบสของยีน 
และวธีิตรวจสอบลายพิมพดี์เอน็เอ จากนั้นตวัอยา่งซ่ึงจบัจ าเพาะท่ีคดัเลือกไดถู้กน ามาผลิตเป็น
แอนติบอดีในรูป soluble โดยผลิตใน E.coli ตวัอยา่งของแอนติบอดีจ านวนส่ีตวัอยา่งไดผ้า่นการ
แยกใหบ้ริสุทธ์ิโดยใชส้าร Ni-NTA และปริมาณของแอนติบอดีบริสุทธ์ิท่ีแยกไดมี้ปริมาณท่ี
เหมาะสม และยงัคงมีคุณสมบติัในการจบัจ าเพาะดงัเดิม การศึกษาคร้ังน้ีนอกจากจะมุ่งพฒันาใหค้ลงั
ของแอนติบอดีมีความหลากหลายของรูปแบบของแอนติบอดีจ านวนมากแลว้ วธีิการท่ีคดัเลือก
แอนติบอดีต่อแอนติเจนท่ีแตกต่างกนัก็มีส่วนส าคญั ท า ใหแ้อนติบอดีท่ีคดัเลือกโดยใชค้ลงัของ
แอนติบอดีชนิด naïve น้ีมีคุณภาพดี 
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 A scFv antibody phage display library was successfully constructed. This 
naïve library was based on the widest possible human antibody gene repertoire, 
derived from 140 non-immunized donors. The scFv’s were generated by recombining 
heavy chain and light chain variable regions. The full length scFv fragments were 
assembled in a process making use of all possible combinations of heavy and light 
chains, among all immunoglobulin isotypes.  This was achieved by using a complex 
set of primers and overlap extension PCR. The resulting scFv gene repertoire was 
cloned to form a moderately sized library composed of 1.5x10
8
 individual clones. This 
naïve library was then used for selecting of specific binders by testing with different 
model proteins, attenuated viruses, crude venom extracts, cell surface antigens, and a 
hapten. Sequence variability and variable gene diversity among binders were proven 
by gene sequencing and DNA fingerprinting. A subset of the selected binders was 
then chosen for producing of soluble antibodies in E. coli. Four antibodies specimens 
were purified using Ni-NTA. The purifications yielded appropriate amounts of 
adequately pure scFv's, and the antibody specificity was retained. While the focus of 
this study has been the creation of the naïve human library, the selection of binders for 
III 
 
various profoundly different antigens has also played a key role. The naïve human 
antibody library described herein has been proven to constitute a reliable source of 
high quality antibodies.  
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